












Aim: We describe an approach  to search  for candidate genes  for male  infertility using  the  two human genome databases:  the public University of California at  Santa
Cruz (UCSC) and private Celera databases which  list known and predicted gene sequences and provide  related  information such as gene  function,  tissue  expression,
known mutations and single nucleotide polymorphisms  (SNPs). Methods and Results:  To demonstrate  this  in  silico  research,  the  following male  infertility  candidate
genes were selected:  (1) human BOULE, mutations of which may  lead  to germ cell arrest at  the primary spermatocyte stage,  (2) mutations of  casein kinase 2 alpha
genes which may cause globozoospermia, (3) DMR­N9 which is possibly involved in the spermatogenic defect of myotonic dystrophy and (4) several  testes expressed
genes  at  or  near  the  breakpoints  of  a  balanced  translocation  associated  with  hypospermatogenesis.  We  indicate  how  information  derived  from  the  human  genome






the  University  of  California  at  Santa  Cruz  (UCSC)  (http://genome.ucsc.edu/goldenPath/decTracks.html)  and  the  privately  funded,  Celera  Genome  library
(http://www.celera.com).
The UCSC data present over 95 % complete of the human genome. About 90 % of the sequence is highly accurate in a "finished" state and only about 10 % is "draft"
quality.  UCSC  itself  does  no  sequencing  but  collects  and  puts  sequence  information  from  other  sources  together  and  presents  them  online.  The  UCSC  associated
centres use the overlapping clones method to map and sequence the genome. This method sequences small fragments from specific chromosomes. These sequences
are then aligned in the genome using BAC markers [1, 2].
The Celera  genome  library  is  claimed  to  be  the most  complete  and  accurate. DNA  in  this  library  is  extracted  from  volunteers  of  different  ages  and  both  sexes.  The
genome was broken down into several sequenced at the same time and put back into their proper order. This method is called the shotgun sequencing technique [1, 3].
Both the UCSC and Celera genome databases provide  information about gene structures  including exons and  introns, start and stop codons, sequences of  transcripts
and proteins. They also give gene and protein functions, tissue expression, related diseases and links to papers in journals and comparative data from other organisms.
Other  powerful  services  in  these  libraries  include  sequence  comparison  tools  named  BLAT  in  UCSC  and  BLAST  or  sequence  analysis  in  the  Celera  library.  These


























































The new reproductive technologies can help some of  these men to father  their own children. However,  there  is a concern about passing on mutations and an  infertility




discovery  of  many  chromosome  abnormalities  including  sex  chromosome  aneuploidies  such  as  XXY  and  XYY  syndromes  [6,  9­11]  and  autosomal  chromosome





boule gene  [24]  (described below). However, genes affecting  testicular development or spermatogenesis  in animals do not necessarily have a human homologue.  For
example, mice with  inactivation of cyclic AMP response element modulator  t  (CREMt) have germ cell arrest at  the  level of  round spermatids. Although many studies



















1.3.3  Boule  gene:  Microdeletions  of  the  long  arm  of  the  Y  chromosome  (Yq)  involving  RNA  binding  protein  genes  such  as  Deleted  in  AZoospermia  (DAZ)  cause
spermatogenic defects [24, 41, 42]. These genes are related to a Drosophila spermatogenic gene called boule. Eberhart et al (1996) [24] discovered the Drosophila boule
gene on  chromosome 3R. This  gene also  encodes an RNA binding protein  that  has  19 % similarity  in  protein  sequence and 59 % similarity  in  structure  of  the RNA
binding site with human DAZ. Mutation of the Drosophila boule gene causes male sterility from spermatogenic arrest. Xu et al (2001) [22] discovered a Drosophila boule















Searching  on  the Casein Kinase  2  alpha  gene  name  and CSNK2a  gene  symbol  in  the UCSC  library  gave  two  results,  which  are CSNK2A2  on  chromosome  16  and
CSNK2A1 on chromosome 20. Searching on BOLL gene symbol  in the Celera library under the Genes function gives only one result which  is BOLL on chromosome 2
(Figure 1). As described below, the position of CSNK2A genes, chr16: nucleotide numbers 48586460­48626376 and chr20: nucleotide numbers 451790­512411 and BOLL
gene, chr2:195523036­195580975, can be used  to detect  related  information. Other casein kinase 2 alpha genes can be searched  for by chromosome  region or BLAT
programs.
Figure 1. BOLL gene was detected on chromosome 2 in Celera library using gene name in Celera library. (Assembly date: 22 May 2002)
Because  the  UCSC  library  used  the  information  from  one  of  their  collaborating  centres  (Ensemble)  for  the  DMR­N9  gene,  the  gene  name  in  this  database  is
ENST00000270223  instead of DMR­N9 or DMWD. Therefore,  the gene position  cannot be detected using DMR­N9 or DMWD gene  symbols  in  the UCSC  library. The






















BLAST  searching  can  be  used  to  find  interesting  gene  sequences  in  the  human  genome  libraries  starting  with  known DNA, mRNA  or  protein  sequences  from  other









The previously discussed searching methods will  give  the basic  information about  target  genes  including gene names,  gene  symbols,  and  the exact  positions of  the
genes. By  following  the  directions, more  details  such  as  genomic DNA, mRNA and protein  size,  location,  sequences,  structures  and  functions;  together with  related
diseases and  journal articles can be  found. Other  information,  for example mutation points and single nucleotide polymorphism (SNPs, which are sequence nucleotide
variations previously documented in  individuals) also are available [46]. SNPs may or may not be associated with causing disease.  Information on SNPs  in  the UCSC
library can be obtained by selecting each SNP (Figure 4).  In Celera, SNPs can be  found using  the Human SNPs program starting with  the gene position  for  example








Tissue  arrays  can  be  constructed  from  minute  tissue  cylinders  (diameter  approximately  0.6  mm)  derived  as  punches  taken  from  archived  tissue  blocks  of  patient
testicular biopsies. Samples are  taken  from multiple primary paraffin blocks and placed  into an empty  recipient paraffin block. By  this method, cores  from controls as
well as testicular biopsies demonstrating a number of different pathologies are placed together within a single new block (Figure 7). The major advantages of this method
are:  (1)  improved  accuracy  due  to  identical  exposure  of  the  test  and  control  tissues  to  the  same  experimental  conditions  e.g.  concentrations  of  reagents,  section
thickness and labelling exposure time. (2) Rapid processing of hundreds of samples simultaneously in a few slides, rather than requiring one slide per patient biopsy, a
practice which is economically beneficial. Also, many tissue sections, each containing many biopsies can be cut from each block. In situ hybridisation can then be used
on these slides as a method of  localising and detecting specific mRNA sequences in tissue sections using specific probes. Colourimetric  in situ hybridization  is easily
performed on these formalin­fixed paraffin embedded sections. Four types of probes can be used: oligonucleo­tide, single stranded DNA, double stranded DNA and RNA.












spermatogenesis,  and  particularly,  germ  cell  arrest  at  the  primary  spermatocyte  stage.  DMR­N9  mRNA  may  be  abnormal  in  germ  cells  of  some  patients  with
hypospermatogenesis,  while  abnormal  mRNA  expression  of  genes  on  6p21  may  be  seen  in  germ  cells  with  other  spermatogenic  defects.  It  is  predicted  that  the
expression of  these genes would be normal  in germ cells with normal spermatogenesis. Specific oligonucleotide probes  for human BOULE, DMR­N9 and genes at  the
6p21  breakpoint  region  can  be  synthesised  based  on  the  gene  sequences  in  the  human  genome  libraries.  The  sequences  would  be  checked  for  uniqueness  by
comparison with other homologue genes. For example, sequences  for human BOULE, DAZ, DAZL and  two other genes encoding RNA binding proteins were  retrieved
















searching with chromosome regions or gene names and gene symbols within different databases. Limited knowledge of  tissue expression of genes may  lead  to some
candidate  genes  being  overlooked.  Also,  if  spermatogenic  defects  associated  with  autosomal  translocations  result  from  the  translocations  affecting  chromosome
alignment in meiosis and not altered function of genes adjacent the break point, these genes are not candidates for mutations to cause the defect of spermato­genesis.
So  far,  tissue  arrays  are mainly  used  in  cancer  research,  primarily  (1)  to  confirm  involvement  of mutated  genes  in  human  cancer  tissues  which  have  been  already
discovered by other techniques such as microarray technology, (2) to identify involvement of novel genes in different tumour types or stages of tumour development and
(3)  to  identify  the  target  and mechanism of  drug  action  [48]. Compared with  older methods, which  used  larger  amounts  of  tissue,  tissue  arrays  use  only  one  or  two
master paraffin blocks instead of hundreds of individual blocks. The arrays may be particularly useful for collaborative studies, with researches using different probes and
antibodies and molecular profiling  from multi­centre clinical  trial materials. Minimal  tissue usage also helps  in  the study of  rare  tumours. The main concern about  this
method  is  that  cores may  be  too  small  to  be  representative  of  the  whole  tissue  pathology,  particularly  if  there  is  considerable  heterogeneity  within  the  tumour.  For
example  cores  from  the  centre  and  periphery  of  tumours  may  contain  different  information.  However,  this  heterogeneity  is  less  problematic  in  testicular  biopsies.
Nonetheless, previous studies prove  that with  three or more cores  taken  from different  regions of each block,  the  results of  tissue array are 96 %  to 98 % similar  to
previous whole tissue section methods [49]. Uninformative results of ISH arise when the genes chosen are not involved in the process or when the gene is qualitatively
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